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Netherlandse Samenvatting, Resumen, 





Het Hepatitis B-virus (HBV) heeft het kleinste DNA-genoom van alle virussen die mensen 
kunnen infecteren. Tijdens HBV-infectie blijft het virale genoom in de celkern als 
“gechromatiniseerd episoom” (een viraal minichromosoom). Dit virale DNA kan de 
gastheer transcriptionele machinerie misbruiken om grote hoeveelheden van zijn eigen 
mRNA en eiwit te laten maken. Als antwoord zet de gastheercel mechanismen in werking 
om HBV transcriptie te remmen en zo de virale eiwitproductie, die resulteert in de 
vorming van nieuwe virus deeltjes, te stoppen. Een van deze mechanismen omvat 
epigenetische veranderingen van het virale genoom: chemische modificaties direct aan 
het DNA molecuul of van de histoneiwitten waar het virale DNA omheen gewikkeld zit. 
Naast de gangbare HBVinfecties (acute en chronische) is een minder voorkomende type 
infectie bekend: de occulte infectie (OBI). OBI is multifactorieel: host factoren, virale 
genetische variaties en epigenetische veranderingen lijken samen te werken om OBI-
karakteristieken te creëren zoals het ontbreken van de belangrijkste serologische marker 
(een oppervlakte-antigeen) en een lage viremie. 
Epigenetische veranderingen waaronder DNA methylering en histon post-translationele 
modificaties hangen samen met genexpressie; deze modificaties zijn zeer dynamisch en 
worden voortdurend geschreven of gewist door specifieke eiwitten in antwoord op de 
behoeften van de cel. De huidige beschikbare technologie om een specifiek gebied in het 
DNA te binden wordt door ons gebruikt om epigenetische enzymen naar elk gewenste 
 262 
 
locatie in het cellulaire of virale genoom te brengen om vervolgens het epigenetische 
landschap van deze genomische locatie te bewerken. Deze innovatieve benadering, 
zogenaamd epigenetisch redigeren, wordt nu voorgesteld als een veelbelovende 
alternatieve therapie voor epigenetische aandoeningen, maar ook als een krachtig 
hulpmiddel om de tot nu toe onbekende reguleringsmechanismen van infectieziekten, 
zoals die ten gevolge van HBV, te onderzoeken. 
In hoofdstuk 1 presenteren we een brede introductie in de belangrijkste onderwerpen 
van dit proefschrift als een combinatie van algemene aspecten van epigenetica en HBV-
infectie. We beschrijven epigenetische veranderingen van het DNA en de histonen, de 
geneesmiddelen die momenteel gebruikt worden tegen epigenetisch-gerelateerde 
ziekten, het epigenetisch editing concept, en de belangrijkste kenmerken van HBV, HBV 
infectie alsmede nieuwe strategieën die zich direct op het virale genoom richten. 
In hoofdstuk 2 geven we een overzicht van HBV kenmerken, zijn genoom, 
expressieregulatie en de huidige behandelingen, evenals de bekende epigenetische 
veranderingen die van invloed zijn op het functioneren van het genoom. Ook 
bediscussieren we DNA targetingstrategieën voor therapeutische interventie. 
In hoofdstuk 3 beschrijven we zes OBI gevallen aan de hand van bevroren leverweefsel 
van getransplanteerde patiënten met eindstadium leverziekte. Voor die gevallen werd het 
virale genoom gesequenced om het genotype te bepalen en om eiwitmutaties, alsmede 
 263 
 
integraties in het gastheer DNA, te bepalen. Echter, geen van deze aspecten van het 
infecterende virus alleen kon de OBI toestand bij de patiënten verklaren. 
In hoofdstuk 4 ontwierpen we een in vitro model met het DNA targeting CRISPR/dCas9 
systeem. We hebben DNA methylatie geinduceerd door M.SssI-C141S te targeten naar 
CpG eilanden 1 en 3 van het HBV-genoom in de context van een CpG-vrije reporter 
plasmide. De behandeling resulteerde inderdaad in een verlaging van de activiteit van de 
preC/Core en de PreS1/S promotor, respectivelijk. Deze benadering is gevalideerd in een 
HBV replicatie model, waar de behandeling in een verlaging van viraal mRNA resulteerde. 
DNA-targeting kan ook bereikt worden met behulp van zink-vinger-technologie; In 
hoofdstuk 5 beschrijven we deze methodologie om ICAM promotor demethylering te 
induceren door Tet methylcytosine dioxygenase 2 (TET2) te fuseren aan een specifieke 
zink-vinger eiwit. 
In hoofdstuk 6 beschrijven we het virale X-eiwit (HBx) als een mogelijke epigenetische 
editor: dit werk was gericht op het evalueren van HBx als een DNA demethylering 
inductor. Eerst evalueerden we de genoom-brede methylatie effecten van HBx door cellen 
te maken met induceerbare HBx expressie. Helaas konden die assays geen vermindering 
van methylering ten gevolge van HBx aantonen. HBx werd vervolgens gefuseerd aan gen-
gerichte bindingsplatformen (Zink vinger eiwitten of dCas9 (dCas9-HBx)). Zink Vinger 
fusies werden gemaakt om HBx gericht te laten binden aan twee sterk gemethyleerde 
promoters, RASSF1 of ICAM. Helaas konden ook deze experimenten geen effect van HBx 
 264 
 
aantonen. Daarnaast evalueerden wij HBx als transcriptie inducer door het middels dCas9-
HBx te richten op de inactieve niet-gemethyleerde promoter PLOD2. Deze gen-gerichte 
HBx studies lieten een lichte, maar significante, toename van PLOD2 mRNA-expressie zien.  
Tenslotte presenteren we in hoofdstuk 7 een algemene discussie over de aldus verkregen 
gegevens, de correlatie en het belang van HBV onderzoek en behandeling, eveneens 





El virus de la hepatitis B (VHB), es considerado uno de los agentes etiológicos de 
hepatopatía crónica, cirrosis y carcinoma hepatocelular con mayor impacto a nivel 
mundial. 
Durante la infección por VHB, el genoma del virus permanece en los hepatocitos 
infectados como un ADN circular cerrado, asociado a proteínas celulares y virales, lo que 
se conoce como el minicromosoma viral. El cual es susceptible de modificación 
epigenética, lo que representa un importante mecanismo en el control de la expresión de 
las proteínas virales y la replicación viral. 
La infección por VHB se presenta usualmente como cuadros de infección aguda o crónica; 
sin embargo, una forma menos común conocida como infección oculta (OBI) ha sido 
descrita en individuos negativos para el antígeno de superficie del virus, aun cuando el 
genoma viral y otros marcadores de infección pueden ser detectados. Esta es una 
condición multifactorial para la cual se han propuesto que mutaciones y/o modificaciones 
epigenéticas en el genoma viral juegan un papel fundamental en su desarrollo.  
Con el fin de identificar posibles mecanismos relacionados con OBI, se realizó la 
identificación y caracterización molecular de casos de OBI en pacientes con hepatopatías 
terminales sometidos a trasplante, se desarrolló un modelo de edición epigenética para 
identificar el rol de la metilación del ADN viral en la expresión de los ARNm virales y 
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finalmente se intentó establecer actividad de la proteína viral X (HBx) como un posible 
editor epigenético. 
Inicialmente, a partir de muestras de tejido hepático obtenido de pacientes sometidos a 
trasplante por enfermedad hepática terminal y sin evidencia serológica de infección por 
VHB, se identificaron casos de OBI. El genoma viral obtenido de estos pacientes fue 
secuenciado para la identificación del genotipo y las mutaciones, comparado con una 
secuencia referencia de cada genotipo. Adicionalmente se identificaron y mapearon en el 
genoma celular los eventos de integración del genoma viral. 
Dada la imposibilidad técnica de identificar los cambios epigenéticos en los casos de OBI, 
desarrollamos un modelo de metilación específica del ADN, en la cual se adaptó la 
tecnología de edición genética CRISPR/dCas9, para inducir la metilación de genoma viral 
en dos sitios seleccionados (islas CpG 1 y 3), usando la ADN metiltransferasa modificada 
M.SssI-C141S. Con este modelo se logró identificar por primera vez, el efecto de la 
metilación independiente de las islas CpG 1 y 3 de VHB en la expresión de los ARNm 
virales, lo que a su vez podría ser extrapolado a las particulares condiciones de expresión 
de las proteínas virales encontradas en los casos de OBI. 
Finalmente y teniendo en cuenta los perfiles de metilación en casos de infección por VHB, 
relacionados con la expresión de HBx, se desarrollaron modelos in vitro para cuantificar el 
nivel de metilación global de genoma de células HepG2 con expresión estable de HBx. 
Adicionalmente se evaluó el potencial desmetilador del ADN de HBx, en el contexto de 
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dos genes silenciados por metilación de los promotores (ICAM1 y RASSF1a) en células 
A2780 y MCF7, y la capacidad activadora de la transcripción de HBx en el contexto de un 
gen silenciado sin metilación del promotor (PLOD2) en células c33a. 
Este trabajo permitió abordar e intentar dar explicación a OBI desde múltiples aspectos de 
la biología del VHB; así mismo, la identificación y caracterización por primera vez en 
Colombia de casos de OBI en muestras de hígado de pacientes trasplantados y el 
desarrollo de modelos in vitro para el estudio de los efectos de la metilación del ADN en el 
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